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Determinación de la concentración mínima inhibitoria
de anfotericina B en levaduras de interés médico
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Martínez Machín4

RESUMEN

Con el objetivo de conocer la sensibilidad frente a la anfotericina B, principal fármaco para el tratamiento de las micosis sistémicas, se

determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI) en 90 aislamientos clínicos de Candida y Cryptococcus mediante un micrométodo de

dilución en caldo casitona. Los resultados permiten concluir que Cryptococcus neoformans fue más sensible que Candida albicans (medias

geométricas 0,24 y 0,41 respectivamente). Sólo fue encontrada una cepa resistente (CMI= 16 µg/mL), perteneciente a la espeCandida

krusei. La implantación de esta técnica en el Laboratorio de Micología del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kourí" permitirá estable-

cer los patrones de sensibilidad y detectar la posible aparición de resistencia en las principales especies de hongos patógenos para el hombre

en nuestro medio.

Descriptores DeCS: ANFOTERICINA B/análisis; TESTS DE SENSIBILIDAD MICROBIANA/métodos; CRYPTOCOCCU
NEOFORMANS/aislamiento & purificacion; CANDIDA ALBICANS/aislamiento & purificación; CANDIDA/aislamiento & purificació
MEDIOS DE CULTIVO.
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Las infecciones fúngicas oportunistas han l
gado a ser una importante causa de morbilidad y m
talidad en pacientes hospitalizados. La mayor p
del aumento de estas infecciones se puede atr
al incremento del uso de nuevos y más efecti
agentes antibacterianos, trasplantes de órganos
rapias inmunosupresoras y citostáticas, y fundam
talmente a la emergencia de la gran pandemia
siglo, el síndrome de inmunodeficiencia adquiri
(SIDA). Por otro lado, la aparición de cepas res
tentes a los diferentes antifúngicos usados en la
rapia se reporta como un problema en aumento1-5

Otro elemento nuevo que se debe tener en c
ta en la situación actual de las micosis es la apa
o.
-
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ción de los llamados hongos patógenos emergen
entre los que se pueden mencionar especies de
nero Candida, tales como Candida pelliculosa,
Candida lipolytica, Candida lusitanie, Candid
famata y Candida ciferrii, entre otras, cuya sensib
lidad a los antifúngicos generalmente no se co
ce.3,5-9

Los laboratorios de micología desempeñan u
función cada día más importante en el control y t
tamiento de estas infecciones, y resulta necesario
gar a una estandarización de los procedimientos
nos proporcionen resultados precisos, confiable
reproducibles, con el objetivo de conocer la acti
dad de los antifúngicos, cuyo número crece de f
1 Licenciado en Microbiología. Investigador Auxiliar.
2 Licenciado en Microbiología.
3 Especialista de I Grado en Microbiología.
4 Especialista de I Grado en Microbiología. Investigador Agregad
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ma rápida, y el estado de resistencia de las esp
implicadas. En este sentido, las pruebas de sen
lidad in vitro pueden ser de gran ayuda para el
guimiento y monitoreo de la terapia. Sin embar
estos estudios carecen de la reproducibilidad y d
correlación de la eficacia in vivo deseados, y aunqu
se han hecho numerosos intentos de estandariza
de estas pruebas, no se ha llegado a una aprob
unánime. Una de las propuestas que más exit
tenido es la realizada por el Comité Nacional p
los Estándares de Laboratorio Clínico de los EE.U
conocida internacionalmente como NCCLS M27-P10

En nuestro país, estos estudios no se realiza
forma habitual en los laboratorios de microbiolo
médica. Teniendo en cuenta la importancia que s
confiere al nivel mundial a los estudios de sensib
dad in vitro de los antifúngicos y a la necesidad 
poder contar con una técnica factible y adecua
nuestras condiciones, hemos considerado apro
do, mediante un micrométodo de dilución en ca
casitona, determinar la concentración míni
inhibitoria de anfotericina B en cepas de levadu
pertenecientes a los 2 géneros de mayor impor
cia médica: Candida y Cryptococcus.

MÉTODOS

Se realizó la determinación de la concentrac
mínima inhibitoria (CMI) de anfotericina B a cep
de levaduras aisladas de muestras clínicas, de a
do con la metodología empleada en el Instit
"Pasteur"de París.11 Fueron estudiadas 90 cepas ide
tificadas según las normas establecidas en el L
ratorio de Micología y pertenecientes a las sigui
tes especies: Cryptococcus neoformans, 43 cepas;
Candida albicans, 39;  Candida tropicalis, 3;
Candida krusei, 3; Candida glabrata, 1;  Candida
guilliermondii,1.

Como controles fueron utilizadas las cepasC.
tropicalis CTR2 (resistente) y C. albicans 3153A
(sensible) procedentes del Instituto "Pasteur" de París.

Antifúngico y solvente. La anfotericina B
(Squibb) fue disuelta en dimetilsulfóxido a una co
centración de 2mg/mL. A partir de esta soluc
"madre" se preparó una dilución de 1 280 µg/
con agua destilada y se esterilizó por filtraci
(0,22µm).12
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Medio de cultivo. Se utilizó el medio de casitona
(Bacto-casitone Difco: 0,9 %, glucosa 2 %; extrac
de levadura 0,5 %; fosfato dibásico de sodio 0,1 
fosfato monobásico de sodio 0,1 % y citrato trisódi
1 %; pH 6,6).11

Inóculo. A partir de cultivos de 48 h en aga
Sabouraud-cloranfenicol de cada una de las cep
se preparó una suspensión y se ajustó la concen
ción hasta obtener una densidad equivalente al 
de la escala de Mac Farland (1x 106 células/mL en
cámara de Neubauer). De esta suspensión se to
ron 50 µL y se añadieron a tubos con 5 mL de me
de casitona, se obtuvo una concentración 
1x104 células/mL.10,11,13,14

Técnica empleada y lectura. Se emplearon pla-
cas estériles de poliestireno para microtitulación 
96 pocillos con fondo redondo. Fueron repartid
20 µL de agua destilada estéril en cada pocillo ha
completar las 12 columnas. Se tomaron 20 µL de
solución a 1 280 µg/mL y a partir de la columna 2
hicieron diluciones dobles seriadas hasta la colu
na 11.

De la suspensión de inóculo preparada, se d
tribuyeron 180 µL por pocillo desde la columna
hasta la 12, esto se realizó por duplicado para c
cepa. La concentración final del microorganismo 
cada pocillo fue de 9 x 103 células/mL. La gama fi-
nal de concentraciones del antifúngico  después
añadido el inóculo estuvo entre 64 (columna 2)
0,125 µg/mL (columna 11).

En la columna 1 se distribuyeron 180 µL d
medio de cultivo sin inocular y quedó como contr
negativo de crecimiento. En la columna 12 no 
adicionó antifúngico y quedó como control positiv
de reproducibilidad interna. El volumen total en ca
pocillo fue de 200 µL.

Las placas fueron incubadas en cámara húmed
35 °C durante 72 h. Las lecturas se realizaron a las 24, 48
y 72 h de incubación mediante la ayuda de un vi
de aumento.

Determinación del punto final. La CMI se defi-
nió como la menor concentración de antifúngic
frente a la cual las levaduras ensayadas no exhi
ron crecimiento visible. El criterio de crecimient
fue una turbidez definida o un solo botón sedime
tado. En la determinación del punto final, se con
deró el desarrollo o su falta en el pocillo en estud
en comparación con las características de crecimie
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en el pocillo control de la columna 12.13-15 Además,
se determinó la CMI a los diferentes tiempos de 
turas según reportan algunos autores.16,17

Análisis estadístico. Se determinaron los rango
y las medias geométricas de los valores de CMI
tenidos. Fue utilizada la prueba U de Mann-Whitn
como prueba no paramétrica para la compara
de los valores de CMI de las cepas de C. albicans y
C. neoformans.

Además, se determinaron los porcenta
acumulativos de CMI para C. albicans y C. neoformans
y se obtuvieron las CMI50 y CMI90 (concentración
mínima inhibitoria del 50 y 90 % de las cepas, r
pectivamente).

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran de forma compara
los valores de rangos y medias geométricas (M
obtenidos para las especies estudiadas, según l
tura realizada en comparación con el control de 
cimiento. Aunque presentan el mismo rango, las 
de C. albicans y  C. neoformans difieren de forma
significativa (p<0,05). De las demás especies e
diadas, aunque el número de cepas fue limitado
observó que la MG de C. tropicalis fue ligeramente
superior a la de C. albicans; mientras que la espec
C. krusei mostró los valores promedios más ele
dos, debido especialmente a una de las cepas, 
valor de CMI fue de 16 µg/mL.

TABLA 1.  Rangos y medias geométricas (MG) de los valores de 
centración mínima inhibitoria  (µg/mL) para las distintas especie
comparación con el control de crecimiento

Especies(n)                                           Rango                          MG

Crytococcus neoformans(43) ≤0,125-2 0,24*
Candida albicans (39) ≤0,125-2 0,41*
Candida tropicalis (3) 0,5 0,50
Candida krusei (3)| 0,25-16 1,00
Candida guilliermondii (1) ≤0,125    -
Candida glabrata (1) ≤0,125 -

* Diferencia significativa (p<0,05).

La cantidad de cepas inhibidas de C. albicans y
C. neoformans con las diferentes concentracione
sus diferentes procentajes acumulativos son mo
dos en la tabla 2; el mayor porcentaje de cepas dC.
neoformans presentó valores de CMI iguales o me-
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nores que 0,125 µg/mL y se observa que este
centaje va decreciendo a medida que aumenta la
centración de la droga. Para C. albicans la concen-
tración de 0,25 µg/mL fue la que inhibió a una m
yor cantidad de cepas (33,3 %).

TABLA 2.  Número de cepas inhibidas de Candida albicans y
Cryptococcus neoformans y porcentajes acumulativos para las dist
tas concentraciones empleadas de anfotericina B

                         Candida albicans             Cryptococcus neoformans
Concen- No. de cepas Porcenta- No. de cepas Porcen
tración inhibidas jes acumu- inhibidas jes acum
(µg/mL)      (%) lativos       (%) lativos

0,125 6 (15,4) 15,4 19 (44,2) 44,2
0,25 13 (33,3) 48,7 13 (30,2) 74,4
0,5 10 (25,6) 74,4 7 (16,3) 90,7
1 6 (15,4) 90,0 2  (4,7) 95,3

2 4 (10,3) 100,0 2 (4,7) 100,0

Para C. albicans, la CMI
50

 fue de 0,5 µg/mL
mientras que la CMI90 fue de 1. Tanto la CMI50 como
la CMI90 para C. neoformans fueron más bajas qu
para C. albicans (0,25 y 0,5 µ/mL; respectivame
te). En ambas especies fue necesaria una conce
ción de 2 µg/mL para inhibir el crecimiento d
100 % de las cepas.

En ninguna de las especies estudiadas se en
traron valores de CMI superiores a 2 µg/mL, exc
to en la cepa de C. krusei antes referida. Los contro
les utilizados se comportaron  de  manera  est
con  valores de  CMI de 32 µg/mL para la cepa
sistente y 0,25 µg/mL para la sensible.

La tabla 3 se confeccionó a partir de los resu
dos obtenidos según el criterio de lectura en 3 
mentos fijos (24, 48 y 72 h). A las 24 h, 20 cepa
C. neoformans (46,5 %) y 2 de C. albicans (51 %)
no habían crecido. De igual forma, la cepa deC.
krusei que mostró un alto valor de CMI (16 µg/mL)
tuvo un crecimiento más lento que las demás c
de esta misma especie y a las 24 h tampoco h
mostrado crecimiento visible. Se observa, adem
cómo los valores de la MG para cada especi
incrementan en el tiempo, C. krusei es la especie
con valores más altos a partir de las 48 h.

C. guilliermondii y C. glabrata tuvieron una sen
sibilidad estable; todas las demás especies am
ron sus rangos de CMI con el tiempo. Para C. albicans
y C. neoformans éstos se mantuvieron estables 
tre las 48 y las 72 h, no así en C. krusei y C. tropicalis
donde el aumento es apreciable.



51

ctur
TABLA 3.  Rangos y medias geométricas (MG) de los valores de concentración mínima inhibidora (µg/mL) en los diferentes tiempos de lea

                                                                                               24 h                                                 48  h                                               72 h
Especies(n)                                                                 Rango           MG                           Rango              MG                         Rango              MG

Cryptococcus neoformans(43) ≤ 0,125-2  0,28* ≤ 0,125-4 0,31 ≤ 0,125-4  0,36

Candida albicans (39) ≤ 0,125-2   0,41**  ≤ 0,125-4   0,75 ≤ 0,125-4  1,02
Candida tropicalis (3)  0,5   0,50   1-2  1,60   2-4 2,52
Candida krusei (3)  0,25   0,25***   0,5-16 2,00 1-32  4,00
Candida guilliermondii (1)  ≤ 0,125  -  ≤ 0,125   - ≤ 0,125   -

Candida glabrata (1) ≤ 0,125   -    ≤ 0,125   -  ≤ 0,125   -
Control sensible 0,25  -  0,5   -  1   -
Control resistente - - 32 - 64 -

* n = 23
** n  = 37

*** n = 2
 d
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DISCUSIÓN

La falta de estandarización de las pruebas
sensibilidad in vitro  ha dado lugar a una gran var
bilidad de los resultados obtenidos por los distin
laboratorios (o incluso dentro de un mismo labo
torio) y su comparación se convierte en una ta
realmente difícil y a veces imposible de lleva
cabo.10,11,15,16 La propuesta de estandarización re
zada por el Comité Nacional de Estándares de
boratorio Clínico de los EE.UU., conocida com
NCCLS M27-P, aún no ha contado con una apro
ción generalizada y ha sido objeto de sugerencia
modificaciones en varios parámetros. Según 
propuesta, el medio recomendado es el RPMI 16
sin embargo, ha sido señalado el efecto inhibito
que ejerce dicho medio sobre el crecimiento de
gunas cepas de C. neoformans10,18

En las pruebas de sensibilidad con anfoter
na B, un factor fundamental que influye en los 
sultados es la composición del medio de cultivo.
es recomendable que contenga esteroles tales c
colesterol o ergosterol debido a que estos com
nentes pudieran interferir con el mecanismo de
ción de este antifúngico.19 El medio de cultivo utili-
zado por nosotros fue el de casitona líquido, qu
sido empleado con buenos resultados y recome
do por diferentes autores en estudios similares.11,20

En un estudio realizado por Arias y otros en
1992, la MG obtenida para los valores de CMI
C. parapsilosis frente a anfotericina B fue d
0,43 µg/mL, dentro de un rango de ≤ 0,05-1,56 µg/mL,
es decir, el 100 % de las cepas fueron sensibles13
e
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Arévalo y otros, en 1994, determinaron la se
sibilidad in vitro de Candida spp. frente a la
anfotericina B mediante un micrométodo en me
Yeast Nitrogen Base y encontraron que, entre las 7 e
pecies diferentes a C. albicans estudiadas, C.
glabrata fue la que necesitó mayores concentrac
nes del antifúngico para su total inhibición (2,9
de las cepas fueron resistentes), mientras quC.
krusei y C. tropicalis requerían concentraciones 
3,125 µg/mL para el 100 % de inhibición y eran ta
bién las especies con más altas MG (0,68 y 0
respectivamente), superiores a las obtenidas e
presente trabajo.14

En un estudio colaborativo realizado p
Barchiesi y otros en 1994, con el medio RPMI 164
el  rango  encontrado  para C. albicans fue de 0,25-
-1,0 µg/mL, es decir, más estrecho que el encon
do por nosotros. Sin embargo, ellos encuentran
lores más altos para C. tropicalis (0,25-2,0 µg/mL.15

Hernández Molina y otros mediante el método d
dilución en agar (Yeast Morphology Agar), habían
reportado un rango de 0,12-0,5 µg/mL entre 106
pas de C. albicans  y de 0,5-1,0 µg/mL entre 19 d
C. tropicalis, mientras que C. krusei (9 cepas) mos
tró un rango de 1,0-2,0 µg/mL.12

Los estudios para conocer la sensibilidad deC.
neoformans han sido escaso.15-17 Según Barchiesi y
otros, esta especie se muestra más sensible
anfotericina B que Candida spp, con un rango de
0,06-1,0 µg/mL; en nuestro estudio, esta espec
mostró  también  más  sensible  que las  es
cies  de  Candida,  aunque  con un rango de ± 0,12
-2,0 µg/mL. Casadeval y otros habían obtenido e
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un estudio de 13 cepas de C. neoformans, un rango ±
0,14-0,29 µg/mL, lo que de manera general ind
la alta sensibilidad de esta especie a la droga
literatura médica revisada reporta solo 1 caso b
documentado de un aislamiento de C. neoformans
resistente a la anfotericina B. 17

Aunque escasos, existen en la literatura mé
reportes de resistencia  a la anfotericina B en ce
de levaduras de los géneros Candida y Cryptoco-
ccus. 3,4,9,17 Odds en 1988, ha definido a una ce
como resistente a la anfotericina B cuando su C
es superior a 4 µg/mL;3 este criterio, aunque es com
partido por otros autores, no es aceptado por
dos.13,14 Según Meyer, y Vanden Bossche y otros, este
valor debe ser mayor o igual que 2 µg/mL, mien
que Conly y otros señalan que debe ser de 0,8 µg/mL.4,5,21.

La resistencia o la sensibilidad moderada a
anfotericina B se ha observado con mayor frecu
cia en especies del género Candida diferentes a
C. albicans, sobre todo en C. tropicalis, C. guillier-
mondii, C. lusitaniae, C. lipolytica y C. krusei,3-5 aun-
que los criterios de resistencia han sido diverso

Siguiendo el criterio de Odds, en nuestro estu
dio sólo fue encontrada 1 cepa resistente, pert
ciente a la especie C. krusei (CMI=16 µg/mL), la
cual había sido aislada de una muestra de espu
un paciente de SIDA en el que no pudo ser dem
trado un fallo terapéutico anterior.

En la actualidad C. krusei se reconoce como u
patógeno importante de formas severas de c
didiasis incluidos casos de fungemia después de 
mientos profilácticos con fluconazol y anfotericina B,
que sugiere la resistencia de esta especie a
fármacos. 4,9

La resistencia a la anfotericina B ha estado a
ciada con diversas alteraciones cualitativas y cu
titativas en la composición de esteroles (es
cíficamente ergosterol) de la membrana celular
bidas a mutaciones en algún paso de la vía metab
del lanosterol al ergosterol, que traen como con
cuencia la incorporación de precursores en la m
brana celular.3,4,21 Por otra parte, también se ha se
lado que estas alteraciones en la membrana tie
a reducir la virulencia de la cepa y retardar la ve
cidad de crecimiento, lo que pudiera ser una de
causas de los pocos fallos terapéuticos a la a
tericina B.21

Uno de los factores que más puede afecta
lectura de las CMI es el tiempo de incubación. L
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períodos prolongados de incubación pueden da
gar a la inactivación del antifúngico y, por con
guiente, se produciría una elevación de los valo
de CMI o la aparición de falsa resistencia in vitro.15,19

Los resultados del presente estudio indican, c
cidiendo con la literatura, que períodos prolonga
de incubación aumentan de forma notable los va
res de CMI en la mayoría de las especies en estu
lo que se observa en la tabla 3 al incrementarse
MG y los rangos con el tiempo; los valores de M
de C. neoformans mostraron en apariencia poca v
riación entre las 24 y 72 h. Sin embargo, debe te
se en cuenta que el cálculo de las MG a las 24 
hizo basado en las cepas que habían crecido h
ese momento (53,5 %). C. albicans, C. tropicalis y
C. krusei aumentaron de forma apreciable sus va
res de CMI a partir de las 24 h, lo que pudiera in
cir a pensar en una posible resistencia in vitro. Este
comportamiento no fue homogéneo para todas
cepas de una misma especie.

El 46,5 % de las cepas de C. neoformans no cre-
ció a las 24 h, por lo que no sería conveniente f
un tiempo de lectura en dependencia de l espe
En el caso de C. albicans, el 95 % de las cepas hab
crecido a las 24 h, pero el 5 % necesitó 48 h p
hacer evidente el crecimiento. Es decir, si bien
cierto que una lectura a las 24 h puede ser muy t
prana para algunas cepas, para otras, 48 h pued
un tiempo innecesariamente largo.

Además, se ha señalado por algunos autores
las cepas resistentes tienden a crecer de forma
lenta;11,21 esto pudo ser comprobado en el prese
trabajo, ya que la cepa que se mostró más resis
(CMI=16 µg/mL) tampoco había crecido a las 24

Mediante el presente estudio quedó establec
la técnica para la determinación de la CMI de
anfotericina B en levaduras, la cual también pu
ser aplicada para conocer la sensibilidad frente a o
antifúngicos y de esta forma queda abierta la pos
lidad de establecer una vigilancia ante la aparic
de cepas resistentes, y futuros estudios epidem
lógicos.

SUMMARY

In order to know the sensitivity of Candida and Crytococcus to
amphotericin B, main drug for the treatment od systemic mycosi
was determined the minimum inhibitory concentration (MIC) 
90 clinical isolates of Candida and Crytococcus by a micromethod for
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the broth dilution. According to the results, Crytococcus neoformas
was more sensitive then Candida albicans (geometrical means 0.24
and 0.41 respectively). Only one resitant strain was fou
(CMI=16µg/mL), corresponding to the Candida  krusei species. The
introduction of this technique in the Mycology Laboratory of the "Pedro
Kourí  " Institute of Tropical Medicine will allow to establish the sensitivity
patterns and to detect the possible appearance of resistance in  th
species of pathogenic fungus for men in our envitonment.

Subject headings: AMPHOTERICIN B/analysis; MICROBIAL
SENSITIVITY TESTS/methods;   CRYOTOCOCCUS NEOFORMAN
/isolation & purification; CANDIDA ALBICANS/isolation &
purification;  CULTURE MEDIA.
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